





































































































































































































































































































































































































































































polarized.  In  response  to  cell  cycle  signals  or mating  pheromone  stimulation,  Cdc42  and  the  actin 
cytoskeleton become polarized: Cdc42  forms a “polar cap” and actin cables become oriented to allow 
for  targeted  secretion.  Polarized  growth  further  leads  to  formation  of  a  bud  (cell  cycle  signal)  or 


































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































  Actin‐based vesicular  trafficking of Cdc42,  leading  to a polarized  concentration of  the 




to  surrounding  regions.    Numerical  simulations  using  experimentally  obtained  diffusion 
coefficients and trafficking geometry revealed that non‐uniform membrane diffusion of Cdc42 
in  fact  enables  temporally  sustained  cell  polarity.  We  show  further  that  phosphatidylserine 
(PS),  a  phospholipid  recently  found  to  be  crucial  for  cell  polarity,  is  enriched  in  Cdc42 
microdomains and weakening a potential  interaction between PS and Cdc42 enhanced Cdc42 
diffusion  in  the  microdomains  but  impeded  the  strength  of  polarization.  These  findings 
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were examined shortly after LatA  treatment while  the polar cap was still  intact.   C. Simulation of  the 
decay of  the Cdc42 polar  cap  in  the  above  iFRAP  experiment with  a uniform diffusion  coefficient of 
0.013 µm2/sec. D. Comparison of the simulated evolution of peak‐to‐trough ratios (defined as the ratio 






























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































FCS and calibrated  imaging were used  to measure Cdc42 concentration at  the cap  for 
comparison  to  that  in  exocytic  vesicles.    For  unbiased  estimation  of  cortical  intensity,  it  is 
necessary to remove cytosolic fluorescence.   The  intensity profile of the cytosol perpendicular 




















































above  function using non‐linear  least squares also with a custom  ImageJ plugin  to obtain  the 
























































spatial  cross‐correlation,  the average green and  red  images were  subtracted  from each  time 





2012  56.    Briefly,  excitation  was  accomplished  with  two  photon  excitation  at  920  nm  and 
emission was collected with the Carl Zeiss Confocor3 module with a Becker and Hickl SPC‐830 
FLIM  acquisition  board  (Berlin,  Germany).    Fluorescence  decay  profiles  were  created  from 
cytosolic and polar cap regions.  These were then fit to single exponential decays with iterative 
reconvolution using an instrument response function generated from SHG of urea crystals.  This 









simplify  the  coding  of  the model  and  allow  for  non‐uniform  diffusion.    Briefly,  the model 
consists of a two‐dimensional array of intensities larger than the size of the circular membrane 
as well  as  a matching  two‐dimensional  Boolean mask  denoting  the membrane  shape  and  a 
central circular window of exocytosis that also contains enhanced endocytosis.  The model also 
included  an  internal  membrane  that  is  considered  well  mixed.  Addition  of  more  internal 
membrane area did not affect simulations that include non‐uniform diffusion, as these already 
achieve prolonged polarity (not shown), but did prolong  initial cap formation  in simulations  in 




made  isotropic  by  randomly  rotating  the  entire membrane  before  a  horizontal  insertion  or 
removal  and  randomly  rotating  back  after  insertion  or  removal.   Membrane  external  to  the 
insertion or removal site was shifted outward or inward to accommodate new material so as to 
avoid shifting of the cortical cap material.   The region outside of the boundary was filled with 











reminiscent  of  single  particle  tracking  simulations57.    We  cannot  use  the  standard  finite 























written as a spatially dependent variable.   Given  this simple model,  the update  rule  for each 





















strengths were determined by  the max/min  ratio of  the kymograph.   Polarity durations were 











































 where  in  the  cap  area  represented  by  a  circle  1R  with  the  radius  d   both  endocytosis  and 
exocytosis take place, while in the remaining part of the external membrane  2R  with the outer 
radius  L  slower endocytosis  is observed (the geometry of this model  is shown  in Figure S6e). 








RRinttot     (3) 
 In (1‐2)  h  denotes the exocytosis rate, while m  and  n  are the rates of endocytosis. The model 
assumes unifom diffusion over the external membrane, so that  DDD == 21 . 
The  model  geometry  implies  axial  symmetry  of  the  solution,  so  that  the  Laplacian 



















The equations (9‐12) are subject to no‐flux boundary conditions at  Lr 0,= :   
71 
 
  0.=)(0,=(0) 21 Lff    (4) 
 The solutions also should be matched at the inner boundary at  dr =    
  ),(=)(),(=)( 2121 dfdfdfdf    (5) 
 with the additional condition  Gf =(0)1  where the value G  at the origin is undetermined yet. 
In steady state the problem (1‐2) reduces to   
  ,= 11 inthFmffD    (6) 
  .= 22 nffD   (7) 
 The general solution of this system reads   
  ),()(=),(= 03022011 NrKCNrICfMrICm
hF
f int    (8) 
 where  0I  and  0K  denotes modified Bessel function of first and second kind respectively. The 
parameters M  and  N  are defined through  
  ./=,/= 22 DnNDmM  







(region  1R ) of the radius  0r  where exocytosis only takes place and the ring around it (region  2R  
with  external  radius  d )  that  contains  the  actin  patches  responsible  for  endocytosis.  The 
72 
 



































RRRinttot     (12) 
The equations (9‐12) are subject to no‐flux boundary conditions at  Lr 0,= :   
  0.=)(0,=(0) 31 Lff    (13) 
 The solutions also should be matched at both inner boundaries at  0= rr  and  dr =    
  ),(=)(),(=)(),(=)(),(=)( 323202010201 dfdfdfdfrfrfrfrf    (14) 
 with the additional condition  Gf =(0)1  where the value G  at the origin is undetermined yet. 
The measurements show that the diffusion  is slower  inside the exocytic central region 
1R  as shown in Figure S6f, so that we approximate the diffusion coefficients as follows  
  .==),(1= 321 DDDADD   
In steady state the problem (9‐11) reduces to   
  ,=11 inthFfD    (15) 
73 
 
  ,= 22 mffD   (16) 


















The  model  (9‐11)  can  be  adopted  to  describe  vesicle‐based  mechanism  of  protein 
transport.  We  start  consideration  of  the  discrete  vesicle  based  model  by  introducing  the 
notation.  The  size  of  the  internal  cytosolic  membrane  is  intS ,  while  the  external  cellular 
membrane  has  area  2= LSext  . We  assume  that  the  exchange  of  the  vesicles  between  the 
membranes does not change their areas. The external membrane is made of three regions with 




2 rdS   and  )(=
22
3 dLS  . The exocytosis  rate  (the off  rate of 
the  internal membrane)  is  intk , and the surface area of exocytic and endocytic vesicles  is  exA  
and  enA , respectively. The endocytosis rates (the off rates of the external membrane)  2k  and 




  .===)( 32 KAkAkAkk exintenexten   (19) 
In the region  1R  the dynamics of the external membrane Cdc42 density  1f  is governed 














 where  1D  is the local diffusion coefficient,  int  denotes the uniform internal membrane Cdc42 
concentration and     is the accumulation coefficient,  i.e., we assume that the exocytic vesicle 
protein  concentration  is     times  larger  than  of  internal  membrane.  The  source  term  is 
proportional to the number of exocytic vesicles per unit of time  intk , their surface area  exA  and 
the concentration of the protein on each vesicle  int . The vesicles are uniformly spread inside 
the region  1R , so that the source term is inversely proportional to the region surface area  1S . 






































































































    
This  relation  can  be  used  to  compute  the  value  of  parameter  D .  The  region  sizes  were 
estimated as  
















































































































































































































































































































Figure 1. Bem1 and GEF  localization are not required for symmetry breaking.   A. Cells with  indicated 
genotypes were plated on YPD media and grown at 23°C for 3 days. Cells were grown overnight in liquid 
culture and then diluted to an OD of 1.   This and a series of tenfold dilution were spotted  left to right.   
B.   Polarization of GFP‐Cdc42 wild  type, axl2∆ rax1∆, and rsr1∆ cells after release  from G1 arrest  into 
media containing DMSO or LatA.  The percentage of cells with polarized GFP‐Cdc42 was determined at 
different  time points  (given  in min) after release. The plots show mean  from averaging 2 experiments 
and error bars correspond to standard error of the mean (SEM). >100 cells were counted per time point 
per experiment.   C.   Maximum projections of representative polarized cells from (A).   Scale bar: 5 µm.  
D‐E.  Representative kymographs of polarizing GFP‐Cdc42 in axl2∆ rax1∆ (D) and rsr1∆ (E) cells in LatA.  
Note  the  unstable  polar  cap  in  (E)  relative  to  that  in  (D).    Scale  bar:  5  µm.    See  also  Figure  S1.    F.  
Quantification of cap duration in LatA of polarized GFP‐Cdc42 in axl2∆ rax1∆ (n = 11) and rsr1∆ (n = 18) 
cells from movies such as the ones shown  in D‐E.   The  intensity of the polar caps were measured and 
plotted over time and were fitted to Gaussian curves in OriginPro.  The duration of the cap is reported as 
the full width half maximum of the Gaussian fit.  Box: SEM, whiskers: standard deviation (SD).  P < 0.001.  
G‐H. Time‐lapse  imaging of Cdc24‐GFP  in rsr1∆bem1∆  (G) and axl2∆rax1∆bem1∆  (H) cells.   Notice  the 
lack of Cdc24 polarization  in  (G) despite  successful cell polarization and budding, compared  to  strong 
Cdc24 polarization in H.  Arrows point to incipient bud site.  White outlines indicate the perimeter of the 
budded cell.  Scale bar 5 µm.  I.  Maximum projections of representative cells with polarized Cdc24‐GFP 
in axl2∆ rax1∆ and rsr1∆ cells  in LatA or DMSO.   Scale bar: 5 µm.   J.   Quantification of polarization of 
Cdc24‐GFP  in  axl2∆  rax1∆  and  rsr1∆  cells  in  LatA  50 min  following  pheromone  arrest  release  from 
maximum  projections  of  Z‐stack  images.    Cells with  polarized GFP‐Cdc24 were  identified  and  cortex 
masks were generated  from a  separate  fluorescent  channel  (mCherry‐Cdc42,  see methods).   Average 
intensity of  the cortex within  the mask was determined  in 10°  increments centered on  the polar cap.  
The resultant intensity profiles were normalized against the average intensity of the cortex in the “back 





































































































A.  Polarization  of  GFP‐Cdc42  in  axl2∆  rax1∆  BEM1  cells,  axl2∆  rax1∆  bem1∆  cells,  axl2∆  rax1∆ 









indicated by the heat bar.   Scale bar: 5 µm.   E.   Average FRET Efficiency (Orange curve) was measured 
and plotted  in 10  increments along  the cortex  in  the masked  image  (see B, center  image).   Average 
normalized GFP  intensity at  the cortex  (Blue curve) was also measured and plotted.   Each plot shows 
mean from >25 cells and error bars show SEM.  F. FRET efficiency in the cap region in indicated strains.  
The  left  two  bars were  from wild‐type  cells  expressing  positive  and  negative  control  sensors.    FRET 
efficiency was measured as the average FRET within the 30° region surrounding the cap region (yellow 











































































































































































































cells  from  (A).   Scale bar: 5 µm.   C. Polarization of GFP‐Cdc42  in axl2∆  rax1∆ BEM1 cells, axl2∆  rax1∆ 













































































































































As  a  theoretical  exploration  of  the  polarization mechanism  based  on  findings  of  this 
study, we used a minimalistic approach,  similar  to  several previous  studies  (Altschuler et al., 
2008; Goryachev  and  Pokhilko,  2006; Mori  et  al.,  2011; Otsuji  et  al.,  2007),  to  discover  the 
conditions that could allow asymmetry breaking through Rdi1‐mediated Cdc42 targeting from 
the  cytosol  but  not  local  activation  of  the  GEF.   Main  components  of  the  one‐dimensional 
model  include:  Cdc42  on  the membrane  (local  concentration  ),( txu ),  a  fraction  ( 11 a )  of 
which  is  in the active GTP‐bound form, Cdc42  in cytosol  ),( txv , free (cytosolic) Rdi1  ),( txRf , 
and the cytosolic Rdi1‐Cdc42 complex  ),( txRc . Considering a simplest case where the activity 
G  that dissociates the Rdi‐Cdc42 complex  is proportional to squared density of active Cdc42 , 
2
12 )()( uaauG  ,  i.e., 
2)( AuuG  , where  212aaA  ;  the membrane  targeting  term  for Cdc42 
then reads  cRAu
2  (Fig.6A).  Cdc42 internalization is  given by the term  fuR , where    is the 
extraction rate of membrane‐bound Cdc42 by free Rdi1.  Because cytosolic Cdc42 exists in Rdi1‐ 
and vesicle‐bound states (Das et al., 2012b; Slaughter et al., 2013), we assume  vRc = , where 
1<<0  .    Based  on  recently  published  data  on  the  mobile  pools  of  Cdc42  by  using 
fluorescence correlation spectroscopy (Das et al., 2012b), was estimated to be 0.4.  Using the 
conservation  condition  for  mean  concentration  of  Rdi1  ( R )  in  the  cell,  we  have 
vRRRR cf  == .  
99 
 
The  cell  is  represented  as  a  line  segment  with  a  size  L .      Dynamics  of  the  Cdc42 





































in the membrane:  uv DD  .   The equations   are subject to no‐flux boundary conditions, and 
the total amount  CLof Cdc42  in the cell  is conserved.     A  linear stability analysis showed that 
the growth rate of small perturbations to an  initial uniform distribution  is proportional to the 
activation  level of Cdc42  (see Supplementary  Information); Simulations of  the model showed 
the perturbations lead to growth of a single peak of Cdc42 to a steady level (Fig.6B).   
We  explored  the  parameter  space  for  R   (cellular  Rdi1  level)  and  A   (essentially  a 
parameter describing the activation level of Cdc42 that also impacts Cdc42 targeting) required 
for symmetry breaking.   For a  fixed value of  A , simulations showed  that  formation of stable 
polarity responds non‐monotonically to R, such that polarization occurs when  R  is in the range 
of 0.5‐0.8 (note  R  values are normalized to the global concentration of Cdc42, C = 1, and the 






































































































Rdi1  concentration  relative  to  Cdc42.    Grey  dashed  lines  indicate  cortical  Cdc42  concentration  in 
unpolarized states, while the red curve indicates average umax over 25 simulations for parameter values 
where  polarization  is  allowed.  The  parameter  values  are  as  in  B,  and  changing  value  of  R.    D.  
Experimental  assessment  of  the  impact  of  Rdi1  expression  level  on  polarization  without  actin.  
Expression  of  Rdi1  was  induced  under  the  GAL1  promoter  for  indicated  amounts  of  time  (x  axis) 
concurrent with a 1h G1 pheromone arrest, followed by a 0.5h pheromone arrest in glucose media prior 









containing media  (see Fig. S3A).   Quantifying  the percentage of polarized cells at 50 minutes 
after the release, it was apparent that cell polarization occurs optimally at the concentration of 
Rdi1  induced for 60 min with galactose and declines sharply above and more gradually below 
this expression  level  (Fig.6D).     Measurement of average  fluorescence  intensities of Rdi1‐GFP 
and  GFP‐Cdc42,  each  expressed  under  its  endogenous  promoter,  confirmed  that  Rdi1 
concentration  is ~0.6 fold of that of Cdc42, within the allowable range for symmetry breaking 
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Consider  a  one‐dimensional model  describing  Cdc42  protein  dynamics  in  a  yeast  cell 
undergoing symmetry breaking transition from a uniform state to a polarized state. 
For  the  actin‐independent  pathway, we  introduce  the  following  components  of  the model: 
Cdc42  on  the membrane  (local  concentration  ),( txu ) with  active  fraction  11 a ,  Cdc42  in 
cytosol  ),( txv ,  free  (cytosolic)  Rdi1  ),( txR f ,  protein  complex  Rdi1‐Cdc42  ),( txRc ,  and  a 
certain  activity  )(uG   leading  to  breaking‐up  of  the  complex  into  free  Rdi1  and membrane‐
anchored Cdc42. Consider a simplest case when this activity is proportional to squared density 
of active membrane Cdc42, i.e.,  22212=)( AuuaauG  , where 
2
12= aaA . 
The membrane  targeting  term reads  cRuG )(  and  internalization  term  is  fuR , where 
   is  the extraction  rate. Assuming  that  the Rdi1‐Cdc42  complex exists as a  fraction of  total 
cytosolic Cdc42, we find  vRc = , where  1<<0  .  Given conservation of total amount of Rdi1 
( R ) in the cell, we also have  vRRRR cf  == . 
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condition  on  the  model  parameters:  CR > ,  which  was  shown  to  be  satisfied  with 
experimental measurements and the estimated value of 0.4 for . 
A previous study  (Rubinstein et al., 2012) showed that the maximal  linear growth rate 
m  of the perturbation can be approximated by the partial derivative of  f  with respect to the 
variable u  
  ),()(2=/ 000 vRvuuAuf bm    
computed  at  the  basic  solution  (4).  Meanwhile,  the  basic  solution  satisfies  the  relation 
)(=)( 000 vRvuuA b   , which  produces  an  estimate  for  the  growth  rate  for membrane 
Cdc42 in the form  
  .)(=)( 000 vuuAvR bm    
The last relation shows that the growth rate of membrane Cdc42, which determines the 
kinetics of polarization establishment,  is proportional to the concentration of Rdi1 ( R ). It also 
depends on the activation level A , and more precisely it is determined by the balance between 
the activation level  A  and the Rdi1 expression R . 
For a fixed value of activation, with increase in R  the internalization term wins over the 
membrane targeting term, eventually blocking polarization. On the other hand for small 




varies with  A .  This behavior is illustrated in the Figure 6C where the maximal value  maxu  of the 
membrane‐bound Cdc42 concentration obtained by simulation of equations (3) is shown for a 
fixed value of  A  and increasing R .  The nonpolarized state (with the ratio  1.2/ minmax uu ) is 
shown by the dashed curve. The parameter values used in this simulation are:  1C ,  4.0 ,
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